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RESUMO 
 
Introdução: Os cânceres foram as doenças crônicas não transmissíveis 
responsáveis por cerca de 75% das mortes no Brasil em 2016. O 
melanoma é um câncer de pele que acomete os melanócitos e devido ao 
seu alto potencial metastático em pulmão, fígado, cérebro e ossos, é 
responsável pelo maior número de mortes relacionado aos cânceres de 
pele. As causas do melanoma podem ser de origens genéticas e 
ambientais, sendo que a radiação ultravioleta do tipo A é a mais 
importante no desenvolvimento deste câncer, levando à formação de 
espécies reativas de oxigênio que podem danificar macromoléculas, tais 
como o DNA. Nesse contexto, antioxidantes estão sendo estudados com 
o objetivo de atenuar os danos causados pelo melanoma, sendo assim, a 
melatonina se encaixa neste cenário por suas propriedades antitumorais, 
anti-inflamatórias e potencial eliminação de radicais livres. Várias 
pesquisas têm estudado o efeito da melatonina em pessoas com cânceres 
de pele, sendo que este hormônio tem se mostrado eficaz em diminuir os 
danos ao DNA. Com isso, os objetivos deste trabalho foram avaliar os 
efeitos do pré-tratamento com melatonina sobre parâmetros genéticos em 
um modelo experimental de câncer de pele do tipo melanoma. 
Metodologia: Para tanto, foram utilizados 32 camundongos machos 
C57BL/6, divididos em quatro grupos: Grupo 1 - Animais com 30 dias 
de idade que iniciaram o consumo de veículo (água + etanol 0,004%), 
receberam  tampão fosfato (PBS) aos 60 dias de idade e continuaram o 
consumo de veículo por mais 30 dias (n=6), Grupo 2 – Animais com 30 
dias de idade que iniciaram o consumo de melatonina, com administração 
de PBS aos 60 dias de idade e continuaram com o consumo de melatonina 
por mais 30 dias (n=6); Grupo 3 – Animais com 30 dias de idade que 
iniciaram o consumo de veículo (água + etanol 0,004%), receberam 
células de melanoma B16F10 aos 60 dias de idade e continuaram com 
consumo de veículo por mais 30 dias (n=10); Grupo 4 – Animais com 30 
dias de idade que iniciaram o consumo de melatonina, receberam 
administração de células de melanoma B16F10 aos 60 dias de idade e 
continuaram com o consumo de melatonina por mais 30 dias (n=10). 
As células de melanoma foram inoculadas na pata traseira direita e o 
tumor foi quantificado ao término do experimento. Ao final dos 
tratamentos, a amostra sanguínea foi coletada e os animais foram 
submetidos à eutanásia e as amostras biológicas sangue, pulmão, fígado, 
córtex e medula óssea foram coletadas para as análises genotóxicas, 
através do Ensaio Cometa, Teste de Micronúcleos e avaliação de 
metástases. Resultados: A indução do câncer foi demonstrada através da  
  
medida do tumor na pata dos animais. Além disso, o tumor causou danos 
ao DNA nos tecidos analisados em ambos os parâmetros avaliados, Índice 
de Danos e Frequência de Danos, sendo que a melatonina foi capaz de 
reverter estes danos em sangue, fígado, córtex e medula óssea. Não foram 
observadas metástases nos tecidos analisados. Conclusão: Os resultados 
demonstram que a melatonina apresentou efeitos antigenotóxicos e 
antimutagênicos frente a este modelo de câncer de pele do tipo melanoma. 
  
Palavras-chaves: Melanoma; Células B16F10; Melatonina; Danos no 
DNA; Antioxidante. 
  
  
ABSTRACT 
 
Introduction: Cancers were chronic non-transmissible diseases 
responsible for about 75% of deaths in Brazil in 2016. Melanoma is a skin 
cancer that affects melanocytes and because of its high metastatic 
potential in lung, liver, brain and bone, is responsible by the highest 
number of deaths related to skin cancers. The causes of melanoma can be 
of genetic and environmental origin, and type A ultraviolet radiation is 
the most important in the development of this cancer, leading to the 
formation of reactive oxygen species that can damage macromolecules 
such as DNA. In this context, antioxidants are being studied in order to 
reduce the damage caused by melanoma, so melatonin adjust in this 
scenario because of its antitumor, anti-inflammatory and free radical 
scavenging properties. Several studies have studied the effect of 
melatonin in people with skin cancers, and this hormone has been shown 
to be effective in reducing DNA damage. Therefore, the objectives of this 
study were to evaluate the effects of pre-treatment with melatonin on 
genetic parameters in an experimental model of skin cancer of the 
melanoma type. Methodology: For this purpose, 32 male C57BL/6 mice 
were used, divided into four groups: Group 1 - Animals with 30 days old 
who started vehicle consumption (water + 0.004% ethanol), 
administration of phosphate buffer (PBS) at 60 days of age and continued 
vehicle consumption for a further 30 days (n = 6), Group 2 - Animals with 
30 days of age who started consuming melatonin, administered PBS at 60 
days of age and continued with the consumption of melatonin for another 
30 days (n = 6); Group 3 - Animals with 30 days of age who started 
vehicle consumption (water + 0.004% ethanol) received B16F10 
melanoma cells at 60 days of age and continued with vehicle consumption 
for another 30 days (n = 10); Group 4 – 30 day old animals that started 
consuming melatonin and administration B16F10 melanoma cells at 60 
days of age and continued to consume melatonin for another 30 days (n = 
10). Melanoma cells were inoculated into the right hind paw and the 
tumor quantified at the end of the experiment. At the end of the 
treatments, the blood sample was collected and the animals were 
submitted to euthanasia and the biological samples blood, lung, liver, 
cortex and bone marrow were collected for the genotoxic analysis, 
through the Comet Assay, Micronucleus Test and evaluation of 
metastasis. Results: The cancer induction was demonstrated by 
measurement of paw tumor of animals. In addition, the tumor causes 
DNA damage in tissues analyzed in both parameters, Damage Index and 
Frequency of Damage, and melatonin was able to reverse these damages  
  
in blood, liver, cortex and bone marrow. No metastases were observed in 
the tissues analyzed. Conclusion: The results demonstrate that melatonin 
showed antigenotoxic and antimutagenic effects against this model of 
melanoma skin cancer. 
 
Keywords: Melanoma; B16F10 cells; Melatonin; DNA damage; 
antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 CÂNCER DE PELE DO TIPO MELANOMA 
 
As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são consideradas um 
grande problema de saúde pública, sendo responsáveis por cerca de 72% 
das mortes no Brasil (INCA, 2016a). Entre as DCNT, encontram-se os 
cânceres e em 2017 mais de um milhão de novos casos foram 
diagnosticados (American Cancer Society, 2017). 
O câncer é um conjunto de doenças que têm como característica em 
comum a proliferação desordenada e maligna de células cancerígenas que 
invadem tecidos e órgãos, podendo haver metástases (INCA, 2016b). Os 
fatores de risco para o câncer podem ser ambientais, como é o caso da 
exposição excessiva à radiação solar, considerada a principal causa dos 
cânceres de pele (INCA, 2016b). Os cânceres de pele, por sua vez, são os 
mais comuns dos tipos de cânceres da população clara (Leiter et al., 
2014), apresentando um risco de cerca de 10 vezes maior do que a 
população negra, asiática ou hispânica (Ries et al., 2000; Markovic et al., 
2007) correspondendo a uma estimativa de 30% dos novos casos de 
cânceres no Brasil no ano de 2017 (INCA, 2016b).  
O câncer de pele é dividido em duas categorias: melanoma e não 
melanoma (Michèle et al., 2016). O não-melanoma inclui carcinomas de 
células basais e escamosas, adquirindo um curso mais benigno e com 
características localmente agressivas. De acordo com dados do Instituto 
Nacional do Câncer (INCA) (2016b), as estimativas para 2017 foram 
cerca de 180 mil novos casos deste tipo de câncer. Por outro lado, o câncer 
de pele do tipo melanoma, originário dos melanócitos (células produtoras 
de pigmento da pele, localizados na camada basal da epiderme) (Caramel 
et al., 2013; Li et al., 2015), possui características malignas e agressivas 
que apresentam crescentes incidências na maioria dos países do mundo 
(Nikolaou e Stratigos, 2014).  
O melanoma acomete uma heterogeneidade de células, incluindo as 
endoteliais, do sistema imune e fibroblastos, que estão envolvidos em um 
tumor específico na matriz extracelular (Brychtova et al., 2011). A 
interação recíproca entre as células tumorais e as células do estroma 
contribui para o processo de transformação, incentivando o crescimento, 
angiogênese e inflamação (Li et al., 2007). Este tipo de câncer é mais raro, 
representando menos de 2% de todos os cânceres de pele. Contudo, é 
responsável pela maior parte dos cânceres relacionados à mortalidade, 
quando diagnosticado tardiamente (American Cancer Society, 2015). 
33 
 
As taxas de sobrevivência de cinco anos para os pacientes afetados pelo 
melanoma estão acima de 95% quando presente apenas como doença 
localizada. No entanto, este número cai significativamente para 61,7 e 
15,2% para indivíduos com metástases regionais e distantes, 
respectivamente. A alta resistência desses tumores para a terapia causa a 
alta mortalidade dos pacientes com metástases distantes (Siegel et al., 
2013).  
A incidência de melanoma vem aumentando exponencialmente nas 
últimas sete décadas (Godar, 2011; Merril et al., 2015). Em 2013, 
estimou-se que aproximadamente 77 mil pacientes foram diagnosticados 
com melanoma na América, e destes, acredita-se que 9480 morreram 
devido à doença (Siegel et al., 2013). De acordo com estimativas feitas 
pelo INCA (2016b), anualmente 5670 pessoas são diagnosticadas com 
melanoma no Brasil, sendo que 3000 são homens e 2670 são mulheres, 
contabilizando cerca de 1570 mortes.  
Os melanomas em estágio inicial podem ser tratados com sucesso, 
principalmente através da excisão cirúrgica da lesão tumoral primária. No 
entanto, os melanomas de estágio avançado são difíceis para tratar, uma 
vez que a doença se espalha além da lesão primária, para órgãos distantes 
(Liu et al., 2013). Dessa forma, o melanoma é considerado um câncer 
bastante agressivo e pode se disseminar a partir de um tumor primário 
pequeno, podendo haver metástases em nódulos linfáticos, pulmão, 
fígado, cérebro e ossos (Xie et al., 2006; Braeuer et al., 2014). Em 
decorrência deste potencial e à resistência terapêutica deste tipo de tumor 
(Tucker, 2008; Greinert, 2009), o melanoma é considerado o mais sério 
da sua categoria (Situm et al., 2007).  
 
1.2 INSTABILIDADE GENÔMICA NO CÂNCER DO TIPO 
MELANOMA  
 
Os fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma podem ser 
genéticos e ambientais (Balch et al., 2009; Friedman et al., 2009; Nelson 
e Tsao, 2009), sendo que a exposição à radiação ultravioleta (UV) 
desempenha um papel importante na progressão do melanoma maligno 
(Chang et al., 2009). Dessa forma, estudos apontam que o estresse 
oxidativo, imunossupressão, resposta inflamatória e danos ao DNA 
(Madan et al., 2010; Gordon, 2013) contribuem para iniciação, progressão 
e metástases do melanoma (Garibyan e Fisher, 2010). Zaidi et al. (2011) 
em experimento realizado com camundongos, observaram que as 
respostas inflamatórias da pele induzidas por radiação UV podem ativar 
a proliferação e migração de melanócitos. Além disso, Bald et al. (2014) 
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relataram que as alterações microambientais causadas pela radiação UV 
promovem o desenvolvimento do melanoma, estimulando a 
sobrevivência, expansão e disseminação de melanócitos com DNA 
danificado. 
Há muito tempo vem se relatando o processo de transformação dos 
melanócitos normais em células de melanoma, como no estudo de Harlyn 
(1985), onde essa transformação é caracterizada por um longo processo. 
A fase de crescimento horizontal é o primeiro passo para o fenótipo 
invasivo, no qual os melanócitos sofrem alterações que oferecem uma 
vantagem proliferativa e de sobrevivência. Em seguida ocorre uma fase 
de crescimento vertical, em que as células tumorais invadem 
profundamente a derme/hipoderme, sendo que as células do melanoma 
metastático podem, eventualmente, romper o endotélio e seguirem para 
locais distantes (Harlyn, 1985). 
A radiação ultravioleta do tipo A (UVA), componente predominante da 
luz solar, é considerada um carcinógeno (El Ghissassi et al., 2009) e 
exerce um papel significante no desenvolvimento do melanoma (Cadet e 
Douki, 2011), levando à formação de espécies reativas de oxigênio 
(ERO), associada a uma diminuição significativa das defesas 
antioxidantes (Valko et al., 2006). As ERO podem danificar proteínas, 
lipídeos e o DNA, estando envolvidas na fisiopatologia de várias doenças, 
incluindo o câncer (Wan e Winn, 2006; Lee e Lee, 2006). Os danos ao 
DNA podem ser na forma de mutações, deleções, amplificações de genes 
e rearranjos (Sander et al., 2004; Nishigori et al., 2004). Além disso, pode 
ocorrer a interrupção da síntese e reparo, através da inibição e/ou 
inativação das proteínas chaves antioxidantes (Eiberger et al., 2008), 
levando à instabilidade genômica (Hair et al., 2010). 
É fundamental que o reparo do DNA seja mantido para a integridade 
genômica da pele, pois polimorfismos em genes de reparo do DNA 
podem contribuir afetando a suscetibilidade genética, podendo levar ao 
desenvolvimento do câncer. Indivíduos com defeitos hereditários nos 
genes de reparo por excisão de nucleotídeos, que removem lesões do 
DNA, (Wood et al., 2005), têm baixo reparo das lesões no material 
genético induzidas pela radiação UV, resultando em carcinoma de células 
escamosas, células basais e câncer de pele do tipo melanoma (Lehmann 
et al., 2011). 
Os cânceres humanos surgem através de um processo de várias 
mutações (Hanahan e Weinberg, 2000), sendo que algumas delas podem 
ativar oncogenes específicos de linhagens celulares, como é o caso do 
BRAF, mutado em cerca de 50 a 70% nos casos de melanoma (Davies et 
al., 2003). Como descrito por Friedman et al. (2009), a alta incidência de 
35 
 
mutações somáticas no gene BRAF tem sido detectada em pacientes com 
melanoma primário, sendo que algumas terapias atuam inibindo esse gene 
(Bollag et al., 2010). 
Por outro lado, o melanoma é um câncer que é amplamente resistente a 
drogas citotóxicas ou à radiação e isso pode ser atribuído, em parte, por 
este câncer prejudicar a resposta apoptótica dependente de p53 (Smalley 
et al., 2007). O p53 é um gene supressor de tumor, sendo que suas 
principais funções biológicas incluem a regulação da progressão do ciclo 
celular, apoptose, senescência, diferenciação celular e reparo do DNA 
(Soussi e Beroud, 2001). O p53 codifica uma fosfoproteína que, através 
da via MAP quinase, atua na manutenção do estado de não malignidade 
das células, sendo que no melanoma essa via sofre mutações que 
acarretam na proliferação celular das células tumorais deste câncer 
(Bannin et al., 1998). Funcionalmente, a proteína p53 atua como um fator 
de transcrição, vinculada a sequências específicas do DNA, sendo assim, 
pode ativar ou não a expressão gênica. Mais recentemente, o p53 também 
demostrou desempenhar papéis no metabolismo, necrose, autofagia, 
acumulação de ERO e manutenção de células estaminais (Hager e Gu, 
2014).  
Nas células normais, o p53 é frequentemente indetectável (Sherr, 2001), 
no entanto, em diferentes vias estressoras, incluindo o estresse ocasionado 
pelo câncer ou danos ao DNA, a quantidade de p53 é aumentada devido 
à sua baixa degradação (Munger et al., 1992; Gembarska et al., 2012), 
sendo que mutações inativando-o estão presente em aproximadamente 
metade de todos os cânceres humanos (Soussi e Beroud, 2001). 
 
1.3 TERAPÊUTICAS PARA O TRATAMENTO DO MELANOMA 
 
O melanoma é um dos cânceres humanos mais agressivos (Lo e Fisher, 
2014) e quando diagnosticado precocemente, tem alta chances de cura, no 
entanto, o melanoma avançado é altamente resistente a todas as formas 
atuais de terapêuticas disponíveis (Meier et al., 2007), tais como 
quimioterapia, radioterapia (RT) e imunoterapia (Sasse et al., 2007), com 
isso, novas abordagens devem ser desenvolvidas com o objetivo de 
potencializar o efeito dessas terapêuticas (Kirkwood et al, 2012). 
A RT possui como mecanismo de ação a indução de danos ao DNA das 
células de melanoma (Helleday et al., 2008), no entanto, as células 
cancerígenas têm resistência a RT, uma vez que possuem capacidade de 
reconhecer e reparar o dano induzido ao seu material genético (Pourquier 
e Robert, 2011).  
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Atualmente, há dois quimioterápicos, vemurafenib e o ipilimumab, que 
são utilizados para o tratamento do melanoma. As pessoas com este tipo 
de câncer de pele que fazem uso deste fármaco aumentam sua sobrevida 
de 6 meses para até 10 meses (Hodi et al., 2010). Porém, o vermurafenib 
e o ipilimumab não são eficazes ao atuar na resistência deste câncer aos 
outros tratamentos citados acima, como quimioterapia, radioterapia e 
imunoterapia (Hodi et al., 2010; Chapman et al., 2011). 
Neste cenário, a pesquisa científica tem se voltado a estudar novas 
abordagens para a prevenção do desenvolvimento do melanoma, como a 
quimioprevenção, considerando a sua crescente incidência associada com 
a mortalidade decorrente das complicações desta grave doença, tais como 
as metástases (Ho e Tsao, 2015).  
Dessa forma, novos tratamentos eficazes e seguros contra o melanoma 
que exerçam atividade preventiva e eficiente, são urgentemente 
necessários. Pensando, portanto, na prevenção do genoma e dos agravos 
à saúde causados pelos cânceres de pele, a melatonina vem sendo bastante 
estudada. Alguns estudos têm relatado os efeitos positivos do tratamento 
com melatonina em pacientes com diferentes tipos de cânceres 
avançados, tais como no estudo de Seely et al. (2012) onde foi realizada 
uma revisão sistemática em 21 ensaios clínicos sobre o impacto da 
melatonina isoladamente ou em associação com a quimioterapia. Estes 
autores concluíram que pacientes com câncer, que incluíam uma grande 
variedade de tipos de células cancerígenas biologicamente e clinicamente 
distintas, incluindo câncer de mama, colorretal, pulmão e células renais, 
glioblastoma, melanoma e outros, que fazem uso da melatonina de forma 
oral, tiveram uma melhor taxa de sobrevivência, taxa de resposta ao 
tratamento e diminuição da progressão da doença, além de diminuir os 
efeitos secundários relacionados à quimioterapia, incluindo 
trombocitopenia, neurotoxicidade e fadiga.  
 
1.4 MELATONINA 
 
A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), hormônio derivado do 
aminoácido triptofano, é essencialmente produzida pela glândula pineal e 
outros órgãos, incluindo a retina, trato gastrointestinal, pele, medula óssea 
e linfócitos (Acuña-Castroviejo et al., 2014). Essa molécula lipofílica é 
rapidamente ligada à albumina, se difunde pelo sangue e, com isso, se 
espalha por todo o corpo (Tricoire et al., 2002).  
A melatonina tem múltiplos meios para realizar seus efeitos, atuando 
através de receptores acoplados à proteína G (MT1 e MT2), que são 
expressos em numerosas áreas do sistema nervoso central e em tecidos 
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periféricos para modular atividades biológicas diversas (Reiter et al., 
2010; Slominski  et al., 2012; Reiter et al., 2014; Lacoste et al., 2015). 
A síntese e secreção da melatonina são reguladas pela intensidade da 
luz (Skene e Arendt, 2006), controlando o ritmo circadiano, a indução do 
sono e melhorando a imunidade (Reiter et al., 2000). Em estudo realizado 
por Kim et al.  (2015), eles observaram que o nível de produção da 
melatonina dependia da raça, gênero e idade, sendo que a produção deste 
hormônio foi maior em afro-americanos do que em caucasianos. A 
melatonina não só contribui no controle do ritmo circadiano, mas também 
está envolvida na modulação do sistema imune, prevenção da inflamação, 
eliminação de radicais livres, ação neurotransmissora (Galano et al., 
2011; Mauriz et al., 2013), e por último, mas não menos importante, tem 
propriedade oncostática (Bonnefont-Rousselot e Collin, 2010; Reiter et 
al., 2010; Fernández-Mar et al., 2012). 
Uma redução nos níveis circulantes de melatonina, polimorfismos dos 
genes do receptor da melatonina e distúrbios circadianos estão associados 
a uma série de doenças fisiológicas e patológicas, incluindo o 
envelhecimento, síndrome metabólica, diabetes tipo 2, doenças imunes, 
hipertensão, vários distúrbios do humor e cognitivos e o câncer (Cutando 
et al., 2012; Bizzarri et al., 2013; Wei et al., 2015; Ma et al., 2016). 
Devido ao seu amplo espectro de ações, existem múltiplos mecanismos 
subjacentes à capacidade da melatonina para inibir o crescimento tumoral. 
Estes incluem, entre outros, os seus variados efeitos antioxidantes, a 
modulação do ciclo celular, a indução da apoptose, a inibição da atividade 
da telomerase, a capacidade de diminuir a metástase, efeitos anti-
angiogênese, inibição da absorção do fator de crescimento, estimulação 
da diferenciação celular e ativação do sistema imunológico (Reiter, 2004; 
Mediavilla et al., 2010). 
De acordo com Li et al. (2013), a melatonina possui propriedades anti-
inflamatórias e antitumorais que atuam contribuindo para a inibição da 
progressão do câncer em diferentes tipos de tumores, tais como o de 
melanoma e de origem epitelial (Cos e Sánchez-Barceló, 2000). O 
mecanismo subjacente a esses recursos parece envolver vários processos, 
incluindo a inibição da captação de fator de crescimento de ácido graxo 
por tumores (Blask et al., 2005) e inibição da atividade da telomerase no 
câncer (Leon-Blanco et al., 2003). Além disso, a melatonina também 
apresenta possível influência na angiogênese - maior mecanismo 
responsável pelo crescimento tumoral (Lissoni et al., 2001). 
Desde 1993, quando a melatonina foi primeiramente identificada como 
um captador de radicais livres (Tan et al., 1993), muitos artigos têm sido 
publicados confirmando a habilidade desta potente molécula antioxidante 
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em proteger o DNA de danos causados por esses radicais (Galano et al., 
2013). Há evidências de que a melatonina tem seus efeitos na reparação 
do dano em DNA, através de inativação do agente causador de dano, 
principalmente o peróxido de hidrogênio (H2O2) e aumentando a 
expressão de enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), 
catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa peroxidase 
(GPx), ajudando assim na eliminação de ERO (Sliwinski et al., 2008; 
Shirazi et al., 2013). Além disso, El-Missiry et al. (2007) relataram que a 
melatonina apresentou um efeito radioprotetor contra a radiação ionizante 
no fígado, prevenindo o estresse oxidativo, através do estímulo à 
glutationa.  A melatonina é capaz de entrar na célula difundindo-se 
através da membrana celular e atuando como um eliminador de radicais 
livres (Jung e Ahmad, 2006). 
Outro ponto importante é que a melatonina é bem tolerada pelo baixo 
potencial de interação com outras medicações e, em alguns casos, pode 
reduzir os efeitos de drogas sintéticas devido às suas propriedades de 
eliminar os radicais livres (Reiter et al., 2002). Nesse contexto, estudo 
conduzido por Lialiaris et al. (2008) relatou a atividade antioxidante da 
melatonina em linfócitos humanos intoxicados por melfalano (utilizado 
para o tratamento de mieloma) (American Cancer Society, 2015), pela 
redução na troca de cromátides irmãs, diminuindo a genotoxicidade 
mediada por ERO (Ustundag e Duydu, 2007). Além disso, a melatonina 
tem sido estudada por sua capacidade de aumentar a eficiência da cadeia 
transportadora de elétrons, e como consequência, reduzir a perda de 
elétrons e a geração de radicais livres (Reiter et al., 2002). De fato, Qi et 
al. (2001) mostraram redução da formação de 8-hidroxi-2‘-
deoxiguanosina, um produto do DNA lesado, sendo a melatonina de 60 a 
70 vezes mais efetiva que alguns antioxidantes clássicos. 
O uso de melatonina em seres humanos reduziu o crescimento tumoral 
em alguns casos e aumentou a sobrevivência de pacientes com diferentes 
tipos de cânceres, tais como gastrointestinais, pulmonares, renais, 
cerebrais e de pele, em comparação com indivíduos tratados apenas com 
terapias convencionais, melhorando ainda, a qualidade de vida desses 
pacientes (Lissoni, 2000). Isso provavelmente está relacionado com a 
capacidade da melatonina de reduzir a toxicidade dos agentes 
quimioterapêuticos e da sua ação sinérgica (Lissoni, 2000). Lissoni 
(2000) também relatou efeitos benéficos substanciais do tratamento de 
pacientes com câncer com análogos de melatonina. As observações 
relatadas em todas essas pesquisas clínicas são encorajadoras e indicam 
que a administração de melatonina é considerada por melhorar a 
qualidade de vida de pacientes que sofrem com uma variedade de 
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cânceres, sejam eles de origem gastrointestinais, renais, cerebrais ou de 
pele (Lissoni, 2000; Vijayalaxmi et al., 2002). 
Liu et al. (2013) observaram que a melatonina pode aumentar a 
capacidade de reparo do DNA contra quebras nas cadeias causadas pelo 
potente agente mutagênico metilmetanosulfonato, avaliadas através do 
Ensaio Cometa. Esta pesquisa suporta a hipótese de que a melatonina 
pode desempenhar um papel protetor no desenvolvimento do câncer, uma 
vez que o dano e o reparo do DNA desempenham papéis na transformação 
e progressão de células cancerígenas, sendo que a ação benéfica da 
melatonina pode estar direta ou indiretamente ligada a esses processos 
(Gazi et al., 2006). 
Outros estudos também foram feitos acerca do potente efeito 
antigenotóxico da melatonina, como o trabalho conduzido por 
Shokrzadeh et al.  (2014), que observaram o efeito da melatonina sobre a 
genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida (CP), fármaco utilizado 
como quimioterápico que possui efeitos mutagênicos. Em todas as doses 
utilizadas a melatonina foi capaz de reduzir significativamente a 
genotoxicidade causada pela CP. Outro estudo também mostrou 
resultados satisfatórios ao utilizar a CP para avaliar o efeito da melatonina 
sobre danos no DNA de ratos que foram submetidos à retirada da glândula 
pineal, sendo que houve uma redução nos danos ao DNA causados pelo 
fármaco (Ferreira et al., 2013). 
 
1.5 JUSTIFICATIVA 
 
Considerando o grave problema de saúde pública que representa o 
câncer de melanoma, devido ao seu alto potencial de metástase, faz-se 
necessário a busca por novos tratamentos adjuvantes aos convencionais, 
com atividade oncostática e com toxicidade baixa, como é o caso da 
melatonina.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos antigenotóxicos e antimutagênicos do pré-tratamento 
com melatonina em um modelo de câncer de pele do tipo melanoma em 
camundongos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar a ingestão de líquidos de camundongos em um modelo 
de câncer do tipo melanoma; 
 
b) Avaliar o desenvolvimento do tumor em modelo experimental de 
câncer de pele do tipo melanoma; 
 
c) Verificar metástases em pulmão, fígado e córtex de camundongos em 
um modelo de câncer do tipo melanoma; 
 
d) Avaliar o efeito do pré-tratamento com melatonina sobre os níveis 
de danos no DNA em sangue, pulmão, fígado, córtex e medula óssea em 
modelo experimental de câncer de pele do tipo melanoma. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 CRITÉRIOS ÉTICOS 
 
Foram utilizados 32 camundongos machos C57BL/6 (20 - 30g), com 
30 dias de idade. A escolha da linhagem animal se deve ao fato do 
melanoma se originar nos melanócitos, células localizadas na camada 
basal da epiderme, que tem como função produzir melanina, sendo que 
os camundongos C57BL/6 produzem melanina (Li et al., 2015). Os 
animais foram obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense (UNESC) e alojados em caixas de polietileno, com comida e 
água ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro (a luz é 
ligada às 7h da manhã), com temperatura controlada de 22±1ºC.3.1.1 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA). 
 
3.1.1 Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) (protocolo número 022/2017-1), conforme Lei 11.794 de 08 de 
outubro de 2008 da cidade de Criciúma – SC. Os experimentos foram 
conduzidos de acordo com os princípios éticos do Conselho Nacional de 
Controle de Experimentação Animal (CONCEA), lei Arouca 
n°11.794/2008. Cuidados foram tomados de modo a evitar o mínimo de 
desconforto e sofrimento para os animais. 
 
3.2 PREPARO DA SOLUÇÃO DA MELATONINA 
 
A melatonina (Sigma Aldrich, Brasil) foi dissolvida em etanol absoluto 
e adicionada à água potável a uma concentração final de etanol de 
0,004%. A solução de melatonina foi preparada no escuro e correspondeu 
a 3 mg/Kg por dia para seres humanos e 2 mg/L para animais (Anisimov 
et al, 2003). A solução de melatonina foi colocada em garrafas de água 
protegida da luz e foram trocadas por uma solução fresca duas vezes por 
semana (Corrales et al., 2014), sendo que o controle para melatonina foi 
apenas o etanol de 0,004% adicionado na água de beber dos animais. 
 
3.3 INDUÇÃO DO MELANOMA 
 
Para indução de tumor foram utilizadas células B16F10 (2 x 105 
células/mL), uma variante altamente invasiva de melanoma B16 derivado 
de camundongos C57BL/6 (Poste, 1980). O melanoma foi induzido 
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através da inoculação de 20 µL de células de melanoma B16F10 na pata 
traseira dos animais com 60 dias de idade. As células de melanoma foram 
cultivadas em monocamada utilizando meio DMEM suplementado com 
5% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/streptomicina. Para a 
inoculação do tumor, as células foram ressuspendidas em tampão fosfato 
(105 células/mL), e após foram injetados 20 μL da suspensão de células 
ou veículo (tampão fosfato – PBS) subcutaneamente na região plantar da 
pata direita traseira conforme descrito previamente (Sasamura et 
al.,2003). A medida do tumor foi realizada através da espessura de pata 
nos diferentes tratamentos utilizando paquímetro digital (Trevisan et al., 
2013). 
 
3.4 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos 
referentes ao pré-tratamento (Figura 1) com dez animais nos grupos onde 
há o modelo de melanoma e seis animais nos grupos que receberam 
apenas o PBS, sendo eles: Grupo 1 - Animais com 30 dias de idade que 
iniciaram o consumo de veículo (água + etanol 0,004%), administração 
de tampão fosfato (PBS) aos 60 dias de idade e continuaram o consumo 
de veículo por mais 30 dias (n=6), Grupo 2 – Animais com 30 dias de 
idade que iniciaram o consumo de melatonina, com administração de PBS 
aos 60 dias de idade e continuaram com o consumo de melatonina por 
mais 30 dias (n=6); Grupo 3 – Animais com 30 dias de idade que 
iniciaram o consumo de veículo (água + etanol 0,004%), receberam 
células de melanoma B16F10 aos 60 dias de idade e continuaram com 
consumo de veículo por mais 30 dias (n=10); Grupo 4 – Animais com 30 
dias de idade que iniciaram o consumo de melatonina receberam células 
de melanoma B16F10 aos 60 dias de idade e continuaram com o consumo 
de melatonina por mais 30 dias (n=10). Apenas os grupos câncer (G3 e 
G4) tinham 10 animais devido à alta mortalidade do câncer de melanoma. 
Após o término dos tratamentos, os animais foram submetidos à 
eutanásia e as amostras biológicas foram coletadas para as análises 
genotóxicas. 
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Figura 1: Desenho experimental pré-tratamento. 
 
3.5 AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO DO TUMOR 
 
A avaliação do desenvolvimento dos tumores foi realizada através da 
espessura da pata utilizando paquímetro digital (Trevisan et al., 2013). 
 
3.6 AVALIAÇÃO DE METÁSTASES 
 
A avaliação de metástases foi feita em pulmão, fígado e córtex dos 
animais submetidos ao modelo de melanoma por observação visual 
seguida de registro fotográfico e também pela contagem dos focos 
metastáticos nas superfícies dos mesmos (Figura 2) (Zhang et al., 2015), 
uma vez que no modelo animal de melanoma as células cancerígenas 
são facilmente visualizadas devido à produção de melanina (Bobek et 
al., 2010). 
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Figura 2: Pulmão de camundongos C57BL/6 inoculados com células de 
melanoma B16F10, apresentando nódulos metastáticos. Fonte: Cao et al., 2016. 
 
3.7 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS 
 
Após o término de tratamento dos diferentes grupos analisados, 
os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação com guilhotina, 
para coleta de sangue e dissecção do córtex, fígado, pulmão e medula 
óssea. As amostras foram processadas, aliquotadas e armazenadas para 
posteriores análises moleculares. 
 
3.8 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE  
 
Para realização dos testes de genotoxicidade, foram utilizados 
sangue, fígado, córtex e pulmão dos camundongos para a realização do 
ensaio cometa e medula óssea, para realização do teste de micronúcleos. 
 
3.8.1 Ensaio Cometa 
 
Para realização do ensaio cometa foram utilizados os seguintes tecidos 
biológicos: sangue, córtex, fígado e pulmão.  
O ensaio cometa foi realizado como descrito por Singh et al. (1988) 
onde o sangue (alíquotas de 10 µL) foi coletado e colocado em microtubos 
heparinizados e refrigerados, e as amostras de córtex, fígado e pulmão 
foram dissecadas e imersas em tampão Merchant‘s refrigerado. Em 
seguida, as amostras dos tecidos foram individualmente homogeneizadas 
com o auxílio de uma seringa, através do movimento de vai e vem, a fim 
de obter uma suspensão celular. As células sanguíneas (alíquotas de 10 
µL) e as suspensões celulares (alíquotas de 70 µL) foram embebidas em 
agarose de baixo ponto de fusão (lowmelting) e a seguir distribuídas em 
dois poços (alíquotas de 70 µL) em lâminas pré-revestidas com agarose 
de ponto de fusão normal (1,5%, w/v) e cobertas com duas lamínulas. 
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Após solidificadas, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram 
colocadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 
pH 10,0-10,5, com adição na hora de Triton X – 100 e 10% de DMSO) 
por no mínimo 1 hora, protegidas da luz e incubadas em tampão alcalino 
novo (pH 12,6) durante 30 minutos para o desnovelamento do DNA. As 
células foram submetidas a uma corrida de eletroforese, com o mesmo 
tampão, durante 20 minutos a 30 volts e uma corrente de 300 miliamperes 
e posteriormente foram neutralizadas com solução neutralizadora. Para 
avaliação dos danos, as lâminas foram coradas com Syber Gold por 30 
minutos e visualizadas em microscópio de fluorescência com ampliação 
de 200x.  
Realizou-se avaliação de 100 células por animal e por tecido (50 células 
em cada lâmina duplicada), essas células foram avaliadas 
individualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o 
tamanho da cauda, sendo a classificação 0 para ausência de cauda, até 4 
para o comprimento máximo de cauda (Figura 3) (Collins et al., 1997). 
Através disso tem-se um Índice de Danos (ID) e uma Frequência de 
Danos (FD em %) para cada animal, sendo que o ID varia de zero (100 x 
0= 0; 100 células observadas completamente sem danos) a 400 (100 x 4= 
400; 100 células observadas com dano máximo) e o FD calcula-se com 
base no número de células com cauda versus o número de células sem 
cauda. As diretrizes internacionais e recomendações para o Ensaio 
Cometa consideraram que o visual de 100 cometas é um método de 
avaliação bem validado que tem alta correlação com a análise de imagem 
por computador (Collins et al., 1997). Utilizaram-se controles negativos 
e positivos para cada teste de eletroforese com a finalidade de assegurar 
a confiabilidade do procedimento. Todas as lâminas foram codificadas 
para análise às cegas. 
Figura 3: Classe de danos analisadas através do Ensaio Cometa.  
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3.8.2 Teste de Micronúcleos (MN) 
 
O teste de micronúcleos foi realizado de acordo com o programa Gene- 
Tox da Agência de Proteção Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; 
Krishna e Hayashi, 2000). 
Após a extração da medula óssea, um esfregaço foi preparado 
diretamente na lâmina com uma gota de soro bovino fetal. As lâminas 
foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas para análises às 
cegas. 
Como uma medida de toxicidade na medula óssea, a relação entre 
eritrócitos policromáticos e eritrócitos normocromáticos (EPC/ENC) foi 
analisada em 200 eritrócitos/animal. 
A incidência de micronúcleos (MN) foi observada em 2000 EPCs e 
ENCs para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das duas 
lâminas preparadas em duplicata), usando microscópio óptico de luz 
branca com ampliação de 1000x. O número médio de eritrócitos 
policromáticos micronucleados (EPCMn) e eritrócitos normocromáticos 
micronucleados (ENCMn) individual foi utilizado como unidade 
experimental. 
 
3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A normalidade das variáveis foi analisada através do teste de Barlett. A 
análise estatística da medida do tumor foi feita através da análise de 
variância de uma via (ANOVA), seguido de post hoc de Tukey e a 
ingestão de líquidos através do ANOVA de uma via e post hoc Dunn. 
Para a análise do Ensaio Cometa e Teste de Micronúcleo foram utilizados 
ANOVA de duas vias, seguido de post hoc de Bonferroni. As análises 
estatísticas foram feitas pelo programa Graph Pad Prisma. Foram 
consideradas diferenças significativas quando o p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 INGESTÃO DE LÍQUIDOS 
 
Durante os 60 dias de experimento, o volume dos líquidos consumido 
foi quantificado e dividido pelo número de animais por gaiola, duas vezes 
por semana. A Tabela 1 mostra a ingestão média diária de líquidos por 
animal. 
 
Tabela 1: Ingestão média diária de líquidos por animal. 
Dados expressos em média ± desvio padrão. *Diferença significativa em relação 
ao grupo PBS + veículo (p<0,05) (ANOVA de uma via, seguido de post hoc de 
Tukey) 
 
De acordo com os resultados pode-se observar que houve aumento 
significativo na ingestão de líquidos do grupo melanoma + melatonina em 
relação ao grupo PBS + veículo, com p<0,05, não diferindo dos demais 
grupos experimentais. 
 
4.2 MEDIDA DO TUMOR 
 
Neste trabalho avaliou-se o desenvolvimento do tumor nos animais 
submetidos ao modelo experimental de melanoma na pata. 
A medida do tumor ocorreu no último dia do experimento, sendo que 
esta foi feita através de visualização e medição com uso de um 
paquímetro, como pode observado na Figura 4. 
 
 
 
 
 
 Grupos  Ingestão diária de líquidos 
(mL) 
PBS + veículo 5,95 ± 1,48 
Melanoma + veículo 7,82 ± 3,23 
PBS + melatonina 7,68 ± 1,88 
Melanoma + melatonina 10,70 ± 3,40* 
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Figura 4: Avaliação visual do tamanho da pata traseira dos animais no 
30º dia no grupo PBS + veículo (A) e grupo melanoma + veículo (B). 
 
Além disso, para confirmar o desenvolvimento do tumor no grupo 
melanoma, o mesmo foi quantificado através de paquímetro digital 
(Tabela 2).  Como pode ser observado na tabela1, os grupos PBS + 
melatonina e PBS + veículo foram diferentes significativamente do grupo 
melanoma + melatonina e melanoma + veículo (p<0,05). 
 
Tabela 2: Medida do tamanho da pata traseira dos animais no 30º dia nos 
diferentes grupos. 
 
Dados expressos em média ± desvio padrão. Foi utilizado o ANOVA de uma via, 
seguido pelo post hoc de Dunn. 
aDiferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05);  
bDiferença significativa em relação ao grupo melanoma + veículo (p<0,05). 
 
Grupos Medida do tumor (mm) 
PBS + veículo  1,53 ± 0,18 
Melanoma + veículo 4,03 ± 1,01a 
PBS + melatonina 1,77 ± 0,36b 
Melanoma + melatonina 4,01 ± 0,78a  
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4.3 AVALIAÇÃO DE METÁSTASES 
 
 A avaliação de metástases foi feita através de visualização, 
registro fotográfico e contagem dos focos de metástases em caso positivo 
(Figura 5). No entanto, não foram observados metástases nos tecidos 
analisados em ambos os grupos que receberam as células de melanoma, 
tratados ou não com melatonina. 
 
Figura 5: Análise de metástase em pulmão (A), fígado (B) e córtex (C) de 
camundongos submetidos ao modelo animal de melanoma. 
 
4.4 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE 
 
4.4.1 Ensaio Cometa 
 
No Ensaio Cometa foram avaliados danos ao DNA através do ID e FD 
em células de sangue, pulmão, fígado e córtex dos camundongos tradados 
com melatonina e submetidos ao modelo experimental de melanoma.  
De acordo com a Figura 6 pode-se observar que o grupo PBS + 
melatonina não demonstrou aumento de danos ao DNA em relação ao 
grupo PBS + veículo, mostrando que a melatonina não foi genotóxica no 
sangue nessas condições experimentais. Por outro lado, o grupo 
melanoma + veículo foi genotóxico, ou seja, causou danos ao DNA dos 
camundongos submetidos ao modelo experimental de melanoma, quando 
comparado com o grupo PBS + veículo (p<0,05). Com relação à 
antigenotoxicidade no sangue periférico dos camundongos, o grupo 
melanoma + melatonina apresentou valores significativamente menores 
de ID e FD, parâmetros usados para avaliar os danos ocasionados pelo 
melanoma (p<0,05). 
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Figura 6: ID e FD no DNA em células de sangue de camundongos tratados com 
melatonina e submetidos ao modelo experimental de melanoma, avaliados 
através do Ensaio Cometa. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA 
duas vias, post hoc de Bonferroni). 
*Diferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05); 
#Diferença significativa em relação ao grupo melanoma + veículo (p<0,05). 
 
Nas células de pulmão (Figura 7) também pode-se observar que a 
melatonina não foi genotóxicas tanto em ID quanto em FD, não 
apresentando valores que diferiram do grupo controle. Com relação ao 
grupo melanoma + veículo conclui-se que este foi genotóxico, ou seja, 
causou danos ao DNA dos camundongos submetidos ao modelo 
experimental de melanoma, quando comparado com o grupo PBS + 
veículo (p<0,05). Com relação à antigenotoxicidade, no pulmão, o grupo 
melanoma + melatonina não apresentou valores significativamente 
menores de danos em ambos os parâmetros avaliados (p>0,05) em relação 
ao grupo melanoma + veículo. 
Figura 7: ID e FD no DNA em células de pulmão de camundongos tratados com 
melatonina e submetidos ao modelo experimental de melanoma, avaliados 
através do Ensaio Cometa. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA 
duas vias, post hoc de Bonferroni). 
*Diferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05). 
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No fígado (Figura 8) a melatonina também não causou danos no DNA 
e o modelo experimental de melanoma foi genotóxico também neste 
órgão, ou seja, causou danos ao DNA dos camundongos submetidos ao 
modelo experimental de melanoma, quando comparado com o grupo PBS 
+ veículo (ID e FD) (p<0,05). Já a melatonina se mostrou antigenotóxica 
no parâmetro ID, revertendo significativamente os danos ocasionados 
pelo melanoma (p<0,05) no grupo melanoma + veículo. 
 
 
Figura 8: ID e FD no DNA em células de fígado de camundongos tratados com 
melatonina e submetidos ao modelo experimental de melanoma, avaliados 
através do Ensaio Cometa. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA 
duas vias, post hoc de Bonferroni). 
*Diferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05); 
#Diferença significativa em relação ao grupo melanoma + veículo (p<0,05). 
 
No ID e FD do córtex (Figura 9) os grupos PBS + veículo e PBS + 
melatonina foram semelhantes, não causando danos ao DNA das células 
de córtex. Já o grupo melanoma + veículo se mostrou genotóxico, 
apresentando valores mais elevados de ID do que os grupos PBS. Neste 
órgão, a melatonina foi capaz de reverter esses danos (p<0,05), mostrando 
uma diferença entre o grupo melanoma + melatonina e PBS + melatonina 
(p<0,05). Na FD não foram observadas diferenças significativas entre 
todos os grupos. 
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Figura 9: ID e FD no DNA em células de córtex de camundongos tratados com 
melatonina e submetidos ao modelo experimental de melanoma, avaliados 
através do Ensaio Cometa. Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA 
duas vias, post hoc de Bonferroni). 
*Diferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05); 
#Diferença significativa em relação ao grupo melanoma + veículo (p<0,05). 
  
4.4.2 Teste de Micronúcleo 
 
Em relação à mutagenicidade, a Tabela 3 expressa o número de 
eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMn) e eritrócitos 
normocromáticos micronucleados (ENCMn) em medula óssea dos 
camundongos machos C57BL/6 submetidos ao modelo de melanoma 
metastático. Assim, pode-se observar que o grupo melanoma apresentou 
diferença significativa no número de micronúcleos quando comparado 
com o grupo PBS + veículo (p<0,05) e a melatonina apresentou atividade 
antimutagênica reduzindo significativamente o número de MN no grupo 
melanoma + melatonina quando comparado ao grupo melanoma + 
veículo (p<0,05). 
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Tabela 3: Número de eritrócitos policromáticos micronucleados 
(EPCMn) e eritrócitos normocromáticos micronucleados (ENCMn) em 
medula óssea de camundongos submetidos a um modelo de melanoma 
metastático. Foram analisadas 2000 células por amostra e os dados são 
apresentados na tabela como média ± desvio padrão. 
 
aDiferença significativa em relação ao grupo PBS + veículo (p<0,05); ANOVA 
duas vias, post hoc de Bonferroni; 
bDiferença significativa em relação ao grupo melanoma + veículo (p<0,05); 
ANOVA duas vias, post hoc de Bonferroni. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC 
PBS + veículo 0,67 ± 0,82 0,17 ± 0,41 0,56 ± 0,03 
Melanoma + veículo   3,5 ± 2,38a 2,3 ± 2,11a 0,54 ± 0,08 
PBS + melatonina 0,83 ± 0,75 0,5 ± 0,84 0,56 ± 0,05 
Melanoma + 
melatonina 
1,09 ± 0,89b 0,45 ± 0,52b 0,48 ± 0,11 
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5 DISCUSSÃO 
 
A incidência global de melanoma continua a aumentar mais 
rapidamente do que qualquer outra malignidade. Apesar dos 
consideráveis esforços de pesquisa, não há terapia curativa disponível nos 
casos de melanoma metastático avançado (Segura et al., 2010), uma vez 
que este tipo de câncer é resistente a várias terapêuticas disponíveis. 
Assim, uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares que 
regem o desenvolvimento e a progressão do melanoma é de grande 
importância no desenvolvimento de melhores abordagens para o 
diagnóstico e tratamento deste câncer (Sun et al., 2014). Neste cenário, a 
melatonina surge como uma promessa por estar associada com a inibição 
do desenvolvimento de vários tipos de cânceres (Cutando et al., 2012), 
devido as suas propriedades antiproliferativas, anticancerígenas, 
antiinflamatórias e anti-angiogênicas (Lissoni, 2002). 
No presente estudo, utilizou-se um modelo animal de câncer de pele do 
tipo melanoma, através da inoculação de células B16F10 na pata traseira 
direita de camundongos C57BL/6. As células de melanoma B16F10 são 
um modelo amplamente utilizado para estudar o câncer e agentes 
antitumorais, uma vez que essa linhagem celular é tipicamente maligna e 
invasiva (Chen et al., 2011). De fato, os resultados, mostraram que este 
modelo animal foi eficaz para induzir o tumor nos animais, onde os 
grupos controle PBS + veículo e PBS + melatonina foram diferentes 
significativamente dos grupos melanoma. O presente estudo corrobora 
com outras literaturas, como na pesquisa de Kim et al. (2013), onde 
também foi observado que as células B16F10 são eficazes em induzir o 
crescimento do tumor em camundongos Balb-c.  
A evolução das células cancerosas em tumores metastáticos é a 
principal causa da morte em pacientes acometidos pelo câncer, mas os 
mecanismos subjacentes a essa mudança permanecem evasivos (Jia et al., 
2010; Boregowda et al., 2014;). A metástase de células tumorais malignas 
do tumor primário para locais distantes é um processo complexo 
envolvendo adesão, migração e proliferação dos melanócitos (Ozawa et 
al., 2012). Os processos de metástase requerem a destruição da matriz 
extracelular (ECM) através de enzimas proteolíticas (Jeong et al., 2014). 
No estudo de Zhang et al. (2015) foram estudadas metástases em pulmão 
de camundongos fêmeas C57BL/6 com células de melanoma B16F10. 
Nos resultados foi possível observar que houve metástases após 23 dias 
da inoculação das células pela veia caudal. Este resultado não foi 
observado no presente estudo em pulmão, fígado e córtex. Uma hipótese 
para esta discrepância, é que no estudo de Zhang et al. (2015), eles 
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utilizaram 5 x 105 células B16F10 para inocular nos animais, sendo que 
no presente estudo foram utilizados 2 x 105 células/mL B16F10, seguindo 
o protocolo de Rigo et al. (2013), além disso, a injeção intravenosa na 
veia caudal lateral é o modelo mais utilizado para induzir metástases em 
modelos animais (Chirivi et al., 1994). 
Com o intuito de confirmar se os animais ingeriram a melatonina, foi 
quantificado a sobra de líquidos, duas vezes por semana. Os resultados 
para esta análise se mostraram inconclusivos, uma vez que o grupo 
melanoma + melatonina ingeriu mais líquido que os demais grupos, sendo 
que na literatura não há outro trabalho que corrobore com este achado, 
uma vez que os artigos não apresentam os resultados de ingestão de 
líquidos. 
Recentemente, descobriu-se que o próprio câncer e, provavelmente, 
seus estágios pré-cancerosos podem causar estresse em todo o organismo 
(Vodicka et al., 2010). Esse fato pode, então, levar a diferenças de 
sensibilidade a danos genotóxicos exógenos em células não relacionadas 
ao câncer, como em linfócitos periféricos, por exemplo (Najafzadeh et al., 
2012). No estudo de Najafzadeh et al. (2012), eles observaram que o dano 
causado pela radiação UVA foi significativamente maior nos linfócitos 
de indivíduos com câncer ou estado de pré-câncer quando comparado a 
indivíduos saudáveis.  Dessa forma, os resultados sugerem que as células 
que não estão próximas do câncer ou as lesões pré-cancerosas podem 
apresentar maiores danos intrínsecos, devido, por exemplo, ao aumento 
do estresse oxidativo e, portanto, são mais sensíveis aos danos 
genotóxicos (Najafzadeh et al., 2012). Nesse contexto, este trabalho 
avaliou os danos genotóxicos causados pelo modelo animal de melanoma, 
em sangue, fígado, pulmão, córtex, uma vez que são alvos de metástases 
deste câncer e também medula óssea, com o objetivo de avaliar a 
mutagenicidade/antimutagenicidade (Braeuer et al., 2014). Com isso, 
pode-se observar que houve danos ao DNA dos animais do grupo 
melanoma, quando comparado com o grupo controle em todos os órgão 
avaliados. Esses resultados demonstram que os tumores causam 
potenciais lesões ao DNA em tecidos distantes de onde o mesmo se 
originou. Além disso, sugere-se que uma fonte de inflamação persistente 
pode estar associada ao acúmulo de danos do DNA, uma vez que os 
camundongos foram submetidos à inflamação causada pelas células de 
melanoma, e que os animais injetados com PBS não apresentaram tal 
processo inflamatório não elevando assim os danos ao DNA em tecidos 
distantes (Redon et al., 2010). 
Em estudo realizado por Shimabukuro et al. (2011), foi possível 
observar que o escore de danos ao DNA de 20 indivíduos com melanoma 
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foi maior que o grupo controle, resultado da instabilidade genômica 
frequentemente observada nas células tumorais de pacientes. Sendo que 
essa detecção precoce da instabilidade genômica em pacientes com 
melanoma é de grande importância para o tratamento e acompanhamento 
da doença. Outro estudo, conduzido por Abdullah e Orta (2012), avaliou 
que houve um aumento nas frequências de MN nos pacientes com 
melanoma maligno comparado aos indivíduos saudáveis, podendo isto 
estar associado à instabilidade genômica que leva à instabilidade 
cromossômica, fato este, que pode ser importante na indução e/ou 
manutenção de lesões que levam ao câncer. 
O excessivo estado proliferativo de células cancerígenas é considerado 
uma propriedade fundamental desta patologia (Hanahan e Weinberg, 
2011). A fim de alimentar um estado energicamente abundante, as células 
cancerosas alteram suas vias metabólicas existentes para aumentar a 
entrega de nutrientes (DeBerardinis et al., 2008). A principal 
consequência da rápida divisão celular é o aumento dos subprodutos 
metabólicos que são prejudiciais, como a produção excessiva de ERO 
(Halliwell, 2007). Esse aumento de ERO eleva a capacidade proliferativa, 
efeitos anti-apoptóticos e o potencial metastático das células cancerosas 
através da sinalização autócrata resultando em um ambiente 
oxidativamente hostil dentro da célula (Loo, 2003; Mocellin et al., 2006). 
Além disso, alguns tipos de câncer, como o melanoma, possuem maneiras 
de criar um ambiente oxidativo no meio extracelular. No melanoma, os 
melanócitos tornam-se disfuncionais e poderosos distribuidores de 
radicais livres (Fruehauf e Trapp, 2008).  
De fato, o estresse oxidativo está intimamente ligado ao câncer, e, como 
consequência, levando à instabilidade genômica e danos ao material 
genético das células (Poschke et al., 2011). Dessa forma, estudos 
anteriores têm se preocupado em relatar que a presença de um tumor, ou 
mesmo seus estágios iniciais, afetam um organismo como um todo, 
levando ao estresse oxidativo que produz dano sistêmico no DNA (Redon 
et al., 2010), como pode ser observado no presente estudo.  
Há pacientes que possuem o reparo de dano ao DNA deficiente, estando 
mais propensos ao câncer. Vale ressaltar que a atividade de reparo do 
DNA pode não ser a mesma na célula normal e na célula tumoral para o 
mesmo paciente. Consequentemente, o nível de reparo do DNA no tumor 
pode modular as respostas a tratamentos antitumorais, como 
quimioterapia ou radioterapia, sendo que a menor atividade de reparo do 
DNA em células tumorais significa maior eficiência do tratamento 
antitumoral provavelmente através da indução da apoptose. Já uma maior 
eficácia no reparo do DNA em células tumorais pode originar tumores 
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resistentes e, provavelmente, toxicidade para células normais do paciente. 
No caso do melanoma, as células tumorais apresentam, infelizmente, 
resistência à maioria das drogas antitumorais (Bradbury e Middleton, 
2004).  
Nesse contexto, uma revisão sistemática recente de ensaios 
randomizados e controlados com humanos sugere que os suplementos 
antioxidantes podem resultar em aumento do tempo de sobrevivência do 
paciente, diminuir a toxicidade causada pelas terapias disponíveis e/ou 
inibir o desenvolvimento do tumor (Block et al., 2007). Dessa forma, foi 
avaliado o efeito genotóxico e o potencial efeito antigenotóxico da 
melatonina sobre os danos no DNA causados pelo melanoma neste 
estudo.  
Como pode ser observado nas figuras 5, 6, 7 e 8, em nenhum dos tecidos 
analisados a melatonina se mostrou genotóxica ou mutagênica (Tabela 3), 
permanecendo semelhante ao grupo controle PBS + veículo.  Nosso 
resultado vai de encontro à literatura, como no estudo de Ferreira et al. 
(2013), onde estes investigaram os potenciais danos ao DNA que a 
melatonina poderia causar. Para tanto, eles utilizaram ratos 
pinealectomizados, ou seja, a glândula pineal foia extraída e os mesmos 
foram suplementados com 1 mg/kg de melatonina no período noturno, 
durante 15 dias, disponibilizada na água de beber. Com relação aos 
resultados, eles puderam observar que a melatonina não causou danos ao 
DNA no sangue dos ratos, assim como o grupo controle. Já os animais 
que tiveram a retirada da sua glândula pineal, estes tiveram danos 
significativamente diferentes dos grupos controle e melatonina. Quando 
esses animais foram suplementados com o hormônio, este foi eficaz em 
diminuir os danos ao material genético. Dessa forma, o tratamento com 
melatonina dá suporte para determinar os inegáveis efeitos protetores do 
hormônio da glândula pineal contra o dano induzido pelo DNA (Ferreira 
et al, 2013).  
Tendo em vista que no presente estudo a melatonina foi capaz de 
reverter os danos ocasionados pelo câncer do tipo melanoma no tecido 
sanguíneo, fígado, córtex e medula óssea, pode-se dizer que ela tem 
potencial efeito antigenotóxico e antimutagênico.  
No estudo conduzido por Kim et al. (2015), foi avaliado o efeito da 
melatonina e seus metabólitos, 6-hidroximelatonina, N1-acetil-N2-
formil-5-metoxicinuramina e 5-metoxitriptamina, em diferentes raças, 
idades e sexo, sobre a proliferação e melanogênese em melanócitos 
saudáveis em comparação com células de melanoma humano. Como 
resultados, os autores puderam observar que embora a produção endógena 
de melatonina e seus metabólitos seja dependente da demografia dos 
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indivíduos, todos os metabólitos inibiram a proliferação das células de 
melanoma. 
Outros estudos com animais demonstraram que a melatonina foi capaz 
de inibir o desenvolvimento de carcinogênese mamária induzida 
quimicamente. Foram realizadas análises in vitro utilizando linhagens 
celulares de câncer de mama, tais como MCF-7, para investigar os efeitos 
da melatonina no crescimento celular, síntese de DNA e ciclo celular (Cos 
et al., 2002; Cos et al., 2006). O papel da melatonina nas vias de reparo 
do DNA também foi documentado recentemente em um estudo que 
mostrou um efeito protetor da melatonina contra o dano oxidativo ao 
DNA, causado pelo H2O2 (Sliwinski et al., 2008).  
Ainda no estudo de Ferreira et al. (2013), os ratos pinealectomizados 
foram submetidos a uma injeção de 50 mg/kg de ciclofosfamida (CP), um 
dos agentes antitumorais mais utilizados na prática clínica, considerado 
um agente alquilante. Com isso, eles obtiveram bons resultados no que se 
refere à antigenotoxicidade, pois a melatonina diminuiu os danos 
ocasionados pela CP.  
No estudo de Ündeger et al (2004) foi avaliado o efeito da melatonina 
sobre a radiação ionizante em cérebro de animais previamente irradiados. 
Dessa forma, eles puderam observar que o grupo irradiado teve altos 
níveis de danos no DNA, sendo diferente significativamente do grupo 
controle, e no grupo irradiado + melatonina, esta foi capaz de diminuir os 
danos, permanecendo semelhante ao grupo controle sem irradiação. 
A diversidade e a complexidade dos efeitos da melatonina estão 
relacionadas à característica única deste hormônio e seus receptores. A 
melatonina é uma molécula pequena e altamente lipofílica que pode 
atravessar a membrana celular e exercer parte de seus efeitos mesmo na 
ausência de receptores, através de seus efeitos antioxidantes, atuando 
como eliminadora de radicais livres, estimulando a atividade da glutationa 
peroxidase (Witt-Enderby et al., 2003). Já o efeito anticarcinogênico da 
melatonina está relacionado com os receptores de membrana, MT1 e 
MT2, pertencentes a grande família de receptores acoplados à proteína G, 
dessa forma, ela exerce seus efeitos de forma direta (Chan et al., 2003; 
Ho et al., 2001).  
No estudo de Blask et al. (2002) foi demonstrado que nas células do 
carcinoma hepatocelular, a melatonina inibe através de processos 
mediados por seus receptores de membrana, a absorção e o metabolismo 
dos ácidos graxos, incluindo o ácido linoleico, importante para o 
crescimento tumoral deste tipo de câncer, e a sua conversão para a 
molécula de sinalização mitogênica 13-hidroxioctadecadienóico (Sauer et 
al., 1999).  
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Além de sua capacidade de modificar o crescimento do tumor através 
da alteração no metabolismo do ácido linoléico, a melatonina pode 
possuir outros meios para limitar a sobrevivência das células 
cancerígenas. Leon-Blanco et al. (2003) relataram que a melatonina inibe 
a atividade da telomerase na linhagem celular de câncer de mama MCF-
7, sendo que a telomerase é uma proteína responsável por estender os 
telômeros de cromossomos eucarióticos, uma vez que esta proteína perde 
sua função com o envelhecimento celular nas células saudáveis. Essas 
extensões físicas desempenham um papel fundamental na manutenção da 
integridade e estabilidade da estrutura cromossômica; na sua ausência, os 
cromossomos tornam-se instáveis e as células morrem. Contudo, as 
células cancerígenas possuem a atividade da telomerase aumentada, o que 
dificulta a apoptose das mesmas (Leon-Blanco et al., 2003). 
Interessantemente, no presente estudo, não foi observado o efeito 
antigenotóxico da melatonina no tecido pulmonar. Considerando que o 
pulmão é o órgão mais comum para a ocorrência de metástases no 
melanoma (Han et al., 2013; Langley e Fidler, 2007), pode-se acreditar 
que provavelmente a melatonina está induzindo a apoptose das células 
cancerígenas, resultado este que não é detectado pelo Ensaio Cometa 
(Collins, 2004). No estudo de Bonmati-Carrion et al. (2013), eles 
relataram que baixas concentrações de melatonina (10-9 a 10-5 M) 
reduziram consideravelmente a viabilidade em células de melanoma 
B164A5 in vitro. Este efeito demonstrou estar associado a um aumento 
da produção de ERO, que acredita-se estar relacionada com a ativação da 
via apoptótica (Bejarano et al., 2014). Outros estudos in vitro relatam que 
a melatonina reduziu a viabilidade celular de células B16 de melanoma, 
mesmo em concentrações nanomolares (Radogna et al., 2006). 
Kilic et al. (2004) em seu estudo relacionado à angiogênese de células 
cancerígenas, observaram uma inibição da síntese de endotelina-1 (ET-1) 
pela melatonina. A ET-1 é um potente vasoconstritor e tem sido 
relacionada à regulação do desenvolvimento do câncer. Este 
vasoconstritor está elevado no plasma de pacientes com vários tumores 
sólidos e atua como um poderoso mitógeno, especialmente em cânceres 
de células epiteliais (Grant et al., 2003). Além disso, a ET-1 protege as 
células cancerígenas de sofrer apoptose e promover a angiogênese em 
tumores, estimulando a proliferação de células endoteliais. Kilic et al. 
(2004) supõem que a melatonina inibe não só enzima que forma ET-1 nas 
células saudáveis, mas também nas células cancerígenas, podendo 
proporcionar um mecanismo de proteção adicional pelo qual a melatonina 
aumenta a apoptose das células cancerígenas e suprime o crescimento 
tumoral (Sainz et al., 2003). 
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 De uma forma geral a melatonina apresentou efeitos benéficos 
nos animais submetidos ao modelo de câncer de pele melanoma, tanto 
efeitos antigenotóxicos quanto antimutagênicos, efeitos estes que se 
devem ao fato da melatonina apresentar propriedades antioxidantes. 
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6 CONCLUSÃO 
 
O presente estudo forneceu evidências de que este modelo animal de 
câncer de melanoma é eficaz ao induzir genotoxicidade e mutagenicidade 
e também é útil para avaliar os potenciais efeitos antigenotóxicos e/ou 
antimutagênicos de diferentes antioxidantes, principalmente nos 
principais órgãos de metástase deste câncer, sendo eles: fígado, pulmão e 
cérebro. A melatonina apresentou efeito antigenotóxico e antimutagênico 
nos principais órgãos de metástase deste tipo de câncer, com exceção do 
tecido pulmonar, sendo que a hipótese levantada para isso seria que a 
melatonina está levando as células cancerígenas à apoptose, efeito este 
que não foi detectado nos testes utilizados. 
Em suma, os resultados sugerem que a melatonina pode ser um bom 
antioxidante usado na atenuação dos efeitos causados pelo melanoma. No 
entanto, mais estudos são necessários a fim de confirmar o potencial 
efeito deste hormônio.  
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7 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 
 
7.1 LIMITAÇÕES 
 
Para o controle do melanoma poderiam ser utilizados células normais 
de fibroblastos, no entanto como estamos observando danos ao DNA, 
qualquer meio externo que não seja compatível com o organismo dos 
animais utilizados, já é o suficiente para elevar os danos à essa 
macromolécula. 
 
7.2 PERSPECTIVAS 
 
As perspectivas para concluir o presente estudo incluem a análise de 
p53, pois está altamente presente nos cânceres; NRF2, pois é uma via que 
a melatonina está bastante envolvida, levando a produção de uma enzima 
antioxidante, glutationa, por meio da técnica de Western Blotting. Além 
disso, também seria de grande valia realizar testes relacionados à 
apoptose, para sustentar cientificamente a hipótese levantada neste 
trabalho e a histologia do tumor para confirmar o desenvolvimento do 
mesmo. 
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